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La presente invention concerne un procede pour la production de 
solutions de maltose de grande purete, par liquefaction de l'amidon, puis 
saccharification de celui-ci au moyen d 9 amylase. 

II etait d 9 usage, precedemment, pour la production du maltose, 
5 de liquefier l 9 amidon, par exemple au moyen de la 0-amylase, et puis 
d 9 ajouter du malt au liquide obtenu, afin de r4aliser la saccharifica- 
tion par I 9 action de 1 9 amylase du malt (c 9 est-a-dire un melange des amy- 
lases a et 0)» Dans ce procede de production du maltose par le malt, on 
obtenalt une solution saccharifi£e contenant au maximum environ 7Q# de 
10 maltose pur, mfime si la teneur en p-amylase etait accrue par le choix 
d*un malt renfermant uneassez grande quantity de p-amylase. 

Le raffinage de ces solutions saccharifies est trfes difficile , 
et comae on ne peut utlliser la purification par recristallisation, il 
est d 9 usage pratiquement de raf finer ces produits par precipitation 
15 fractionn^e i l 9 alcool, ou bien par recristallisation de leurs derives*. 
Cependant, mime le maltose que 1'on peut se procurer dans le commerce 
sous la designation de quality speciale, ne peut atteindre un degre de 
purete sup^rieur & 93% environ, et il contient des dextrines, du malt- 
triose, du glucose et d 9 autres impuretesu 
20 C 9 est pourquoi la demanderesse a recherche plus particuli&re- 

ment un procede pour la production de solutions de maltose de grande 
purete, par saccharification de l , amidon liquefie, au moyen de la P- 
aaylase. Le nouveau procede selon l 9 invention consiste a ajouter, au 
cours de la saccharification avec la P-amylase, de l*a~l r 6-glucosidase 
25 qui est un enzyme capable d 9 agir specif iquement, en scindant les liai- 
" sons a-l,6-glucosidiques de l 9 amylopectine de I'amidon, et donner 
une solution de maltose de grande purete* 

On peut se rendre compte de I'avantage du nouveau procede pax 
la comparaison des exemples (A) et (B) ci-apres. 
30 (A) - On liquefie une bouillie a ICgt d* amidon de patate douce* jus- 

qu*i obtention d 9 un B.D. (equivalent de dextrose) de 2,73{, avec de l*a- 
amylase, et l 9 on saccharifie le produit resultant par addition de 25 
unites de P-amylase par gramme d 9 aaidon k 45*C pendant 16 heures. ' 
(B) - Dans les mdmes conditions, on ajdute 25 unites de P-amylase 
35 et 10 unite* de pullulanase (a-l,6-glucosidase) par gramme d 9 amidon 
pour la saccharification. • 

Les compositions des solutions saccharides, ainsi obtenues, 
sont indiqules au Tableau I. On constate que, lorsque l 9 amylase est 
utillsee seule, la teneur en maltose de la solution saccharifiee (A) est 
40 de 69,6 % $ tandis que celle de la solution (Bj obtenue par Paction 
combinee de la p-amylase et de la pullulanase depasse 9095. 

TABLEAU I 
% Maltose % glucose ' % malt-triose % dextrine 
(A) 69,6 "1,1 3,5 • 25,7 

« (B) 90,4 0,4 1,3 '7,9 
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La pullulanase employee, qui est une a-l,6-glucosidase (isoamy- 
lase) f capable de scinder sp^cifiquement les liaisons a-l,6-glucosidiques t 
peut Stre obtenue par des cultures de bacteries Aerobacter aerogenes, 

L'activite de l'a-l^-glucosidase est determined comme suit. On 
5 porte a 40°C pendant 30 minutes, la solution r£actionnelle composee de 

solution d* enzyme # . 1 ml 

solution d'amidon de xiz glutineux h 1% 5 ml 

solution tampon d'acide acetique 0,5 M, pH 6 • 1 ml 

On ajoute a 15 ml d f eau 0,5 ml du produit obtenu et 0,5 ml d'une solu- 
10 tion d'iode 0,01 M. Au bout de 15 minutes, on determine la capacity d 9 
absorption a une longueur d'onde de 610 m/»-et l*on estime a 10 unites 
l'activite enzymatique correspondant a un changement de 0,1 de cette ca- 
pacity d* absorption. 

M£thode de determination de l f activity de la P-amylase t 
15 On fait rSagir a 40°C pendant 30 minutes une solution comprenant 

solution d'amidon soluble a 1% 5 ml 

solution tampon decide acetique M/10 i 4 ml 

solution d • enzyme 1 ml 

Le sucre. reducteur ainsi obtenu est exprime* en glucose* Lorsqu'il. 
20 contient 10 mg de maltose, I'aetivite enzymatique est evaluee a 1 u- 
nite. 

Ainsi qu f il est indique ci-dessus, !• addition d»a-l f 6-.glucosi- 
dase a l'amidon liquefi^ en cours de saccharification par la 0-amylase, 
pour la production de maltose, permet le clivage de la liaison a-1,6- 

25 glucosidique au point de ramification de l f amylopectine de I'amidon et 
la formation d'une structure en chaine longue, comme celle de I'amylose, 
qui est facilement d^composee par la p-amylase. II apparait ainsi,que 
l»efficacit6 de la saccharification de l»amidon, liquSfie par la P-amy- 
lase, est amelioree, sans qu'il subsiste une dextrine poss&iant une liai- 

30 son o-l,6-glucosidique et connue sous le nom de dextrine Urait4e a, p j 
d* autre part on empeche la production de produits secondaires, comme le 
malt-triose et le glucose, en utilisant de l'amidon Iiqu4fi4 a faible 
E.D. II est probable que ces facteurs concourent pour donner une solu- 
tion de maltose de grande purete\ 

35 Les a-l,6-glucosidases ne comprennent pas uniquement la pullu- 

' lanase produite par les bacteries du genre Aerobacter, mentionnee ci- 
dessus, mais egaleraent l^soamylase obtenue par des bacteries du genre 
Pseudomonas, par exemple la variety obtenue par une culture de Fseudo- 
monas .amyloderamosa. L» experimentation a montre que ce dernier enzy», 

40 combing avec la p-amylase, peut donner une solution de maltose d»une 

• purete aussi grande que celle a laquelle conduit un melange de pullula- 
nase et de P-amylase. 

II ressort de ce qui precede, qu'il est possible d» avoir, dans 
le procede de production de maltose par saccharification de l'amidon 

45 liqu^fie au moyen de p-amylase, une nette augmentation.de la teneur en 
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maltose de la solution saccharif iee, par addition de a-l,6-glucosidase. 
On a egalement constate que 1' addition supplementaire d'un enzyme amylo- 
lytique (a-araylase) au cours de la saccharification, facilite la puri- 
fication de la solution saccharif iee. 
5 Lorsque l*on purifie de maniere habituelle une solution saccha- 

rif i^e, obtenue par saccharification d'araidon liquefie par la 0-amylase 
et l*a-l,6-glucosidase f detrfes petites quantity de dextrines h haut 
poids moleculaire demeurent, et rendent. e la purification par resine £chan- 
geuse d'ions extr&mement difficile j de/fait le produit obtenu peut etre 

ID trouble. L* addition d'a-amylase facilite beaucoup la purification de la 
solution saccharif iee par une resine echangeuse d'ions. A titre d'il-. 
lustration, on compare au point de vue de leux aptitude k etre traitees 
avec une resine echangeuse d»ions, une solution (C) saccharif iee par 
1* utilisation combinee de p-amylase et de pullulanase (concentration de 

15 la solution saccharide 39 ,4$), et une solution. (D) saccharif iee par. 
la combinaison de 3 agents de conversion, c*est-a-dlre P-amylase, pul- 
lulanase et a-amylase (concentration de la solution saccharifiee 39,4%). 
Les resultats sont indiques dans le Tableau II. Ainsi qu'on peut le 
constater, (C) n»est presque pas purifiee par la resine, tandis que (D) 

20 est aisement purifie. 



TABLEAU II 





Traitement prealable sur 2 couches 
acide fort - base movenne 


Traitement en couches mix- 
tes acide fort - base forte 


c 


8 volumes de solution par volume de 
resine acide ; pH 5,2 ; resis. sp. 
5 x 10 4 cra 


2 vol* solution par vol. 

resine ; pH 3,7 ; 

3 

resis. so. 8 x 10 cm. 


D 


20 volumes de solution par vol* 

de resine acide ; pH 8; resis. sp. 

10 5 cm 


40 vol. solution par vol* 

resine ; pH 5 ; 

3 

resis. sp. 10 cm. 



30 Toujour* selon la presente invention, d'autres 6tudes ont amo- 

ng la demanderesse a constater que, l 1 utilisation d'un melange de dif- 
ferentes vari£tes d'a-l^-glucosidases, au lieu d'une seule vari6te, en 
combinaison avec la p-amylase, permet d'accroitre le rendement en malto- 
se obtenu par saccharification de l'amidon liquefi£ ; cela ressort du 

35 tableau III ci-apres. 



TABLEAU III 



Enzymes a j out 6s 


ComDOsiti 


on du sucre 


glucose 
(*) 


Maltose 
(*) 


Malt-triose 


Dextrine 

(%) 


E 


Pullulanase 
P-amvlase 


0.6 


93.0 


5.1 


1.9 


F 


Pullulanase 
Isoamylase 
de Pseudomon 
B-amvlase 


0.8 

3S, 


95.1 


4.0 

, i M ' i 1 


• 0.9 
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Nota : Dans chaque experience on maintient une solution gelifiee conte- 
nant 2% d' amidon de patate douce avec la mSrne quantite 6* enzyme ; la 
quantite" de pullulanase, utilised en (E) , est egale h la quantite" des 
enzymes combines employes en (F), c^est-a-dire pullulanase + isoamyla- 
5 se produite par des bact£ries du genre Pseudomonas a 45 °C pendant 64 
heures. Le pH pendant la conversion est de 6,0 pour E et de 5,5 pour 
(F). 

L'accroissement de la production de maltose, obtenu par 1* uti- 
lisation combined de differentes varietes d*a-l,6-glucosida6es, peut 

10 fctre attribue* aux differentes possibility de clivage de la pullulana- 
se et de l*isoamylase produite par les Pseudomonas vis-a-vis des dif- 
ferentes liaisons a-1,6. 

Dans une forme d' execution perfectionnS de la presente invention 
le proced£, pour la production de solutions de maltose de grande puret£, 

15 comprend l f utilisation de p-amylase et d'une ou de plusieurs varietes 
differentes d f a-l f 6-glucosidases j une autre variante est caracterise'e 
par l'emploi de p-amylase, d»une ou de plusieurs varietes differentes 
d t a-l f 6-glucosidases et aussi d'a-amylase. 

Le nouveau proc£de~ comprend ainsi, au cours du stade de saccha- 

20 rification, !• application de P-araylase et d'a-l^-glucosidases avec ou 
sans addition d f a-amylase. 

L* invention permet la production simple et efficace de maltose 
de grande purete* avec un renderoent eleve\ Elle est d4crite plus en de- 
tail ci-apres. Le produit de depart utilise" dans ce procede de saccha- 

25 rification peut Stre de Pempois d 1 amidon liquefie a V amylase, ou ge- 
lifie" et liquefie" par chauffage. 

A titre d^xemple, des essais furent effectu6s sur des bouillies 
contenant chacune 2% d'amidon de provenances differentes, disperse* et 
g£lifie dans de l'eau bouillante, puis sounds a une temperature de 130°C 

30 sous pression pendant 5 minutes. Puis on y ajoutait 20 unites de pullvH- 
lanase, 100 unites de p-amylase et 5 unites d'a-amylase par gramme d*a- 
midon present, et l'on saccharifiait le melange pendant 16 heures a 45 
°C. Les r6sultats obtenus sont donnes au Tableau IV, II est a reraarquer 
que, si la bouillie est habituellement utilisee avec une concentration 

35 d'environ 2% en amidon, cette concentration peut depasser 5# dans le cas 
de l'amidon de certaines cereales. 



TABLEAU IV 



Amidon de t 


Degre 

d'amylolyse 
E.D. (%) 


Pox 


jrcentaae en sucres 


Glucose 


Maltose 


Malt- 
triose 


Dextrine 


Patate douce 

Mais visqueux v. • 


59;55 
59.97 
63.38 


1.1 
1U7 
2.2 


9JJ.8 
92.3 
92.6 


4t.O 
4.3 
3.3 


3.1 
1.7 
1.9 



45 L* activity de I'a-amylase est determined selon la technique decrite en 
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11-12-la de la page 88 de "Analysis Methods of Starch Sugar Industry" 
edite par Society for Technical Research of Starch Sugaraj if 

On liquefie des bouillies d' amid on de concentrations^ prepares 
h partir d'amidon de patate douce, en utilisant de maniere habituelle 
5 l^a-amylase h temperature eievee, et en traitant sous pression a 130°C 
pendant 5 minutes (E.D. 1Q#)>. Puis, aprfes addition de 25 unites de pul- 
lulanase et de 7 unites de p-amylase par gramme d'amidon, on sacchari- 
fie chaque melange d'essai h pH 6,0 par chauffage h 45°C pendant 6 heu- 
res>. Les r6sultats sont indiqu^s dans le tableau VI. Dans ce proc£d£ de 
10 liquefaction, il se revele que la concentration approprige de bouillie 
d*amidon est de 10# environ. 



TABLEAU V 





Con a. en amid on 








OP ,e". sucres 


m 




% 


(*) 


Glucose 


Maltose 


Malt-tr'iose 


Dextrine 


15 


id 


56».6J> 


di2 




. 8.6 


i3>.4 




20 


53.7 • . 


Q.3 


75u4 


3.6 


15f.7 



En outre, si- I'on observe le rapport existant entre le degr6 
de liquefaction de I'amidon et ^a^ production de maltose t on constate, 
en regardant le Tableau VI, que/le degre de liquefaction est Sieve* plus _ 



20 le B«D|« l'est aussi, mais que plus 1*E.DU est bas, meilleur est le ren- 
dement en maltose}. 

II ressort de I'examen du tableau VII que la quantite de pullu- 
lanase h pouter est de preference de 20 unites environ par gramme d'a- 
midort. Une addition trop importante exexce une action no cive sur la 
25 saccharification par la P-amylase. 

TAB L E A U VI 



E.D). % de 1* ami- 
don liquid. 


B.Df. 
Final 

(*1 


CotDDOsiti 


.on du su< 




Glucose 


Maltose 


Malt- 
triese 


Dextrine 


3.8 
ID. 8 


53.69 
541.86 
551.16 


0*6 
0.9 

JUL 


82J.O 
75.0 
68.5 


61.7 
13.8 
21.0 


10.7 
10.3 



Pour la saccharification, on suit le mfcme mode operatoire que precedent 



ment pour les essais du Tableau V, mais en utilisant 22 unites, de pullu- 
35 lanase et 15 unites de p-araylase par gramme d , amidort. On utilise une 
bouillie * 1Q# d'amidon de patate douce. Le degre de liquefaction est 
de 2,5J6, et la saccharification est effectuee a pH 5, 45?C pendant 36 



heuresi. 




&BLEAU VII 


Pullulanase 


P-amylase 




Composition du sucre (%} 


Glucose 


Maltose 


Malt-triose 


Dextrine 


10 unites 
20 unites 
200 unites 
0 


30 unites 
30 unites 
30 unites 
30 unites 


55t.8 
57». 5 
59.9 
58|.9 


0.8 
0.9 
. 11.0 
lul 


85.4 
87|7 
92.0 
69.6 


61.3 
6>.3 
13.5 

•3.5 


7.5 

5ul 

25|.7 
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Bien que la production de maltose augmente proportionnellement h 
la quantity de (3-amylase ajoutee, 11 est pr£f Arable, du point de vue in- 
dustriel, d'utiliser de 30 h 60 unites d'amylase par gramme d'amidonf. La 
duree de saccharification est de 46 heures environ* 
5 Lorsque l'on ajoute, par gramme d'amidon, 20 unites de pullula- 

nase et 5 unites d'a-amylase. la suite du mode op£ratoire 6tant la mSme 
que pour le Tableau V 9 la saccharification des 6chantillons d'amidon 
Iiqu6fi6s obtenus donne les rSsultats rassembl&s dans le Tableau VIID* 



JO 



TAB 


L E A U 


VIII 






Unites 
x-amylase 


Duree 
de 


B.H. 

Final 


Composition du sucre 


(*) 










par g d'amidon 


Sacchari- 
fication 


(%) 


Glucose 


Maltose 


Malt- 
trios e 


Dextrine 


20 


S 


53.7 


0.5 


751.0 


111.0 


13.5 


m 


12 


57i.6 


2.2 


73.9 


12.2 


6u7 


n 


24 


59.51 


11.6 


83.3 


UI.8 


3.3 


n 


46 


60.0 


li.4 


82.5 


13.1 


3.0 


60 


6 


55.5 


1.1 


791.6 


9.0 


10.3 


■ 


12 


59.5 


2.2 


82.8 


9.0 


6f.0 


■ 


24 


611.3 


2*0 


. 87.1 


8U4 


2.5 


■ 


46 


6M. 


2,2 


8S.3 


71.0 


2.5 



La quantity d'a-amylase & ajouter au cours de la saccharifica- 



tion peut Stre faible 9 car elle ne doit servir qu f £ la decomposition 
des dextrines restanto* Habituellement il suffit pour cela d'une dose de 

25 5 unites d'a-amylase par gramme d'amidon* Une addition trop important* 
peut nuire h la puret6 du maltosel* En ce qui concerne le moment <h oisi 
pour eette addition, les donn£es du Tableau DC indiquent que l 9 on ob- 
tient les meilleurs .r£sultats, en l'effectuant durant la period e intex^- 
roediaire de la saccharification!. II n'y a pas d'effet convenable, si 

30 !• addition est feite trop tardj. 



TABLEAU DC 



ADDITION 






d» a-AM¥lASE 


Final 


Glucose 


Maltose 


Malt- trios e 


Dextrine 




«)" 












62*82 


. H.4 


87U3 


9.1 


2.2 


Pipxks 6 heures.. 


62*80 


2.2 


87i.3 


7.4 


3.1 


Apr&s 12 ■ *u 


62*80 


1.3 


83,2 


7.1 


3.4 


Aprfes 24 • .. 


62.90 


1>4 


891.8 


%9 


' 3t? • 



La Vitesse de saccharification et la puret£ du maltose obtenu 
40 varient avec la nature de l'amidon* L'amidon de mais vi6queux donne les 
meilleurs r^sultats, suivi, dans 1'ordre, par l'amidon de c£r4ale, l'a- 
midon de patate et l'amidon soluble. 



L' invention est illustrSe par les exemples non limitatifs qui 

suivent. 
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EXHMPLE 1 

Dans 45CX) ml d'eau bouillante, on ajoute 100 g d'amidon de cere- 
ale qui y est gElifie* et dispersed La dispersion aqueuse est ensuite 
portee a 130°C sous pression, pendant 5 minutes, refroidie a 45°C t et 

5 son pH est a juste* a 6, Apres addition de 20 unites de pullulanase re- 
largable, et de 100 unites de P-amylase par gramme d'amidon, on saccha- 
rifie le melange a 45°C pendant 48 heures* Puis f on chauffe la solution 
saccharified, la filtre, la concentre et la purifie par decoloration, a 
la maniere habituelle. Apres concentration a une teneur en eau de 15#, 

10 elle donne des cristaux incolores. L* analyse du produit sec montre qu* 
il s'agit d*un maltose de grande puret£ comprenant 93% de maltose, 1,5% 
de glucose, A% de malt-triose et 1,5# d'autres corps* 
EXEMPLE ? 

On ajoute 20 unites de pullulanase et 100 unites de p-anylase 
15 par gramme d'amidon, a lOOg d'amidon de mals visqueux, pr£alablement 
g£lifi£ de la maniere dlcrite dans I'exemple U* On saccharifie le rae^- 
lange a 45°C pendant 10 heures, et l»on ajoute ensuite 5 unites d'a-amy- 
lase par gramme d'amidon* La saccharification est reprise pour une dur6e 
de 45 heures supplementairesU On fait bouillir le produit obtenu, le de- 
20 colore, et le concentre* Une purification ulterieure avec de 1* "AmberlUe" 
IR 120, IRA68, et IRA 411 (designation commerciales de resines echangeu- 
ses d'ions fabriquees par ROHM et HAAS Co.)suivie d'une concentration, 
donne un produit entierement solide, ayant une teneur en eau de 13%. L'a- 
nalyse indique que le produit sec contient 93,5Jg de maltose. En solution 
25 a 70%, il cristallise et des microcristaux se f orment* Le fractionnement 
des cristaux donne du maltose a 96-97$ de puretef* 
EXEMPLE 3 

On fait gelifier a la maniere indiquee dans Pexemple 1, lOOg 
d'amidon de mals visqueux. Puis on ajoute par gramme d'amidon, 20 unites 

30 de pullulanase, 40 unites d'a-1 ,6-glucosidase, obtenue. a partir d»une 
certaine varied de bacteries du genre Pseudomonas, £ 25 unites de 3- 
amylase. On a juste le pH du melange a 5,5, et ce dernier est sacchari- 
fie a 45°C pendant 46 heures, port6 a Ebullition, et ensuite. pur if i 6 
avec du charbon actif de maniere habituelle, avant d'etre concentred Le 

35 sirop ainsi obtenu, qui contient 13JS d»eau, cristallise immediatemenU. 
L* analyse du produit sec indique que sa teneur en maltose est de 95#. 
EXEMPLE 4 

On prepare, a partir de .500 g d'amidon de patate douce, une 
bouillie contenant 30% environ d'amidon* Apres addition de 0,2# de 

40 "Neospitase" (designation commerciale d'une a-araylase fabriquee par 

NAGASE SANGYO Co.)i la bouillie a pH 6 est liquefied a 88°Q # L'operation 
est arretee lorsqu'est atteint un E.D . de 2,7, On ajoute de l'eau chaude, 
pour former une solution a teneur en solide de 10$. Puis, on ajoute, par 
gramme d'amidon, 25 unites de pullulanase et 50 unites de p-amylasei* A- 

45 pres 15 heures de saccharification a pH 6 et 45 6 C, on ajoute a nouveau 
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5 unites de "Neospitase" par gramme d*amidon. La saxharification dure 
au total 48 heures. Le produit obtenu est chauffe, filtr£ et purifie a- 
vec du charbon actif et des refines echangeuses d'ions, de maniere ha- 
bituelle, Cette solution de maltose de grande purete est concentree h 
5 une teneur en eau de 15$, et criatallisSei. Le rendement en matiere soli- 
de par rapport au solide de depart est de 92% j la teneur en maltose, 
du produit sec, est de 94%. 

II est bien entendu que la description detailiee et les exemples 
particuliers indiquant des formes de realisation pr£fer6es de l'inven- 
10 tion, ne sont donnees qu f a titre d» illustration j differents changements 
et modifications possibles apparaitront a Phoneme de l»art en partant 
de cette description detailiee, sans sortir du cadre de l»inentiort« 

RESUME 

!• Procede pour la production de maltose de grande purete* par liquefac- 
tion de bouillies d'araidon, suivie de la saccharification par ad- 
dition de p-amylase et d'une ou de plusieurs varietes d*ac-l,6-glu- 
cosidasesu 

Le precede peut f en outre, presenter une ou plusieurs des caracteristi- 
ques suivantes. 

2. La liquefaction est effectu£e par l'action de la chaleuri. 
a. La liquefaction s f opere sous I'effet d»un enzyme amylolytique, en 
particulier tel qu'amylase. 

4, Le milieu est additionne d*a-amylase apres la liquefaction. 

5, L»a-araylase suivant (4) est ajoutee pendant la saccharification. 

6, La proportion de p-araylase employee pour la saccharification est de 
l'ordre de 10 a 100 unites par gramme d»amidon. 

7 # La proportion de glucosidase ajoutee avec la p-amylase est d'environ 

10 a 50 unites par gramme d'amidon. 
a. Les varietes de glucosidases utilisees sont telles que pullulanase, 

isoamylase de feeudoraonas ou/et autres. 

9, L'a-amylase, ajoutee pendant la saccharification, est a la proportion 
de 5 a 60 unites par gramme d , amidon« 

10, La liquefaction ayant eu lieu a une temperature d» environ 80° a 130° 
C f on refroidit vers 40° a 50°C pour effectuer la saccharification ■ 
apres Padjonction de p-amylase, de glucosidase et, eventuellement, 
d'a-amylase, a un pH de-5,5 a 6 f 5. 

!!• La saccharification esfconduite sur un milieu liquide dont le de- 
gre d'amylolyse (E«D.) est d f environ 2 a 10« 



